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Sejtek Ca*" homeosztazisdban és Ca®" szignalizaciojaban, ezen keresztiil pedig a kiilonbdzé
sejtélettani folyamatokban fontos szerepet toltenek be azok a Caz+-transzport fehérjék, -
szarko/endoplazmas retikulum Ca?*ATPazok (SERCA) és plazmamembran Ca’*ATPazok
(PMCA), - melyek célpontjait képezték a 2004-2008 kozott folyo, és az OTKA tamogatasat is
¢lvezd kutatasainknak. Munkank alapvetden két téma koré koncentralodott, és
zéarojelentésiinket is ennek szellemében allitottuk 6ssze.

1. A SERCAZ3 fehérjék szerkezet-elemzése.

A kutatdsi munkatervben foglaltaknak megfeleléen a 2004-2008 kozotti idészakban
vizsgaltuk a SERCA csaladban még kevésbé tanulmanyozott, de a nem-izom tipusu sejtek
Ca’*-transzport fehérjéi kozott fontos szerepet jatszo SERCA3 fehérjéket, azok szerkezeti
sajatsagait.

Irodalmi és kisérleti el6zmények:

Az évezred forduldjan a C. Toyoshima vezette japan kutatdcsoport részletes rontgen-
krisztallografiai adatokat kozolt a SERCA csaladban legrégebben és legkiterjedtebben
vizsgalt SERCAla fehérjérdl (1,2). Leirtdk a fehérje korabbi ismereteinknél pontosabb
domén-szerkezetét és annak atrendezddését a P-tipusit ATPazok miikodését jellemzd Un.
katalitikus ciklus két konformécios allapotaban, a nagy Ca’'-affinitisi E1.2Ca*" és az
alacsony Ca?*-affinitisa E2-Thapsigargin (E2-Tg) allapotokban. Ezt kivetéen a SERCAla
fehérje tovabbi konformécios allapotairdl is jelentek meg rontgen-krisztallografiai adatok
(3,4). Megjegyzendd azonban, hogy egy adott fehérje kristalyositasara hasznalt koriilmények
lényegesen eltérnek a normal fiziologias allapotoktol.

A SERCA csalddban utoljara azonositott és jellemzett SERCA3 fehérjékrdl nem alltak
rendelkezésre kristalyszerkezeti adatok. Ugyanakkor, elséként a SERCA3a, majd késébb a
tovabbi SERCA3 izoformak (3b-3f) funkcionalis vizsgalatai is azt mutattdk, hogy e fehérjék
Ca’*-affinitasa szignifikansan alacsonyabb, mint a SERCAla, -2a és -2b izoformaké (5-7).
Magyarazatként szolgalhat a SERCA3 fehérjék katalitikus ciklusanak a SERCA1, SERCA2
fehérjékétdl eltérd egyensulyi éllapota, azaz példaul az alacsony Ca** -affinitasi E2
konformécios allapot tulstlya.

A témavezet0 €s francia kollégai egy korabbi tanulményukban két egymastol eltéro tripszines
fragmentacios profilt rendeltek egy 97 kDa molekulatomegii, de akkor még nem azonositott
SERCA fehérjéhez (8). Késdbbi munkdk igazoltdk, hogy ez a 97 kDa membranfehérje a
SERCAZ3a izoforma (9,10).

Eredmények:

Jelen projekt keretében probaltunk magyardzatot taldlni a SERCA3a fehérje, és potencidlisan
a tobbi SERCA3 izoforma (3b-3f), korabban leirt, rendhagyd emésztédési profiljara. Vad
tipusu és mutans SERCA3 fehérjéket tranziens transzfekciot kovetéen HEK-293 sejtekben
expresszaltunk, majd mikroszomalis membranpreparatumokban elemeztiik tripszinnel
kivaltott degradacidjukat. Vizsgalatainkat kiegészitettiik humén trombocita
membranpreparatumok limitalt tripszin-proteolizisének analizisével is, tudvan, hogy
trombocitdkban magas az endogén SERCA3 expresszio (9,10). Hasonld moddszereket
hasznalva mas kutatocsoportok sikerrel elemezték a SERCAla fehérje szerkezet/funkcid
kapcsolatat (11-13). Eredményeinket (10. sz. kozlemény) az alabbiakban 6sszegezziik:

1. Humén trombocita SERCA3a, illetve HEK-293 sejtekben expresszalt rekombinans
human SERCA3a limitalt tripszines emésztése két, kinetikailag elvalaszthatd, korai
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(ETF = Early Tryptic Fragmentation) és késobbi (LTF = Late Tryptic Fragmentation)
tripszines fragmentécios profilt eredményezett.

2. Az ETF profil tobb tripszines hasitasi helyen, mig az LTF profil csak egy tripszines
hasitasi helyen torténd proteolitikus emésztés eredménye.

3. Iranyitott mutagenezissel sikerrel azonositottunk tobb tripszines hasitasi helyet. igy, az
Arg334 (T3) és Arg638 (T2) hasitasi helyeket az ETF profilhoz, mig az Argl98 (T5)
hasitasi helyet az LTF profilhoz rendeltiik. A T1 és T4 hasitasi helyekre kisérleteink
alapjan csak javaslatokat tudtunk tenni, pontos azonositasuk még nem sikertilt.

4. Az Arg396, Arg671, Lys712/Lys713 és Lys728 aminosavak mutécioi befolyasoltdk a
SERCA3a ETF fragmentacios profiljat.

5. A SERCA inhibitor thapsigargin (Tg) jelenléte, mely irodalmi adatok alapjan E2-Tg
allapotban stabilizalja a SERCAla fehérjét (2), kis mértékben gatolta a SERCA3a
ETF profil kialakuldsat, mig nem befolyasolta az LTF profilt.

6. Ca’*, EGTA és AlIFs hatasat vizsgdlva SERCA3a tripszines hasitdsara azt
tapasztaltuk, hogy 2 mM Ca®* vagy 50 uM AIF, jelenléte a proteolizis soran
jelentdsen gatolta, mig 2 mM EGTA jelenléte segitette az ETF profil kialakulasat.
Ca®*, EGTA vagy AIF; jelenléte ugyanakkor nem befolyasolta az LTF profil
kialakulasat.

7. HEK-293 sejtekben expresszalt rekombinans humén SERCA3b-SERCA3f izoformak
limitalt tripszines emésztése a SERCA3a-hoz hasonldan két, ETF és LTF, tripszines
fragmentacios profilt eredményezett.

8. SERCA3Db-SERCA3e izoformak esetében azonositottunk még egy tripszines hasitasi
helyet, a C-terminalis Argl002-t, mely hianyzik mind a SERCA3a, mind a SERCA3f
izoformakban.

Osszefoglalva: Endogén, valamint vad tipust és mutans SERCA3 membranfehérjék limitalt
tripszines proteolizisét elemezve a fehérjék kiilonbozd régidit felismerd pan-SERCA3 és
izoforma-specifikus anti-SERCA3 ellenanyagok kombinaciojaval kimutattuk két, kinetikailag
elkiilonithetd, de ugyanazon SERCA3 fehérjéhez rendelhetd fragmentacios profil (ETF és
LTF) parhuzamos megjelenését. Azonositottunk néhany tripszines hasitasi helyet, illetve
tovabbi olyan aminosavakat, melyek befolyasoljak az ETF és/vagy LTF profilok kialakulasat.
Azt gondoljuk, hogy nativ membrankdrnyezetben a SERCA3 fehérjek két f6 konformacios
allapotot vesznek fel, és a két tripszines fragmentacios profil e két konformécios allapothoz
kothetd: az ETF profil egy E2-kozeli konformécidhoz, mig az LTF profil inkabb egy E1-
kozeli konformacidhoz.

2. Nem-izom tipusi sejtek Ca’'-transzport fehérje Kkészletének valtozasai
sejtdifferenciacio soran.

A citoszol szabad Ca?* ion tartalma kulcsfontossagu jelatviteli tényezé a sejtek életében. A
ca® szignalutak koézponti szerepet jatszanak a sejtproliferacio, differenciacio és az apoptozis
folyamataiban, melyek egyenstlya nélkiilozhetetlen a normél szoveti fejlddéshez illetve
homeosztazishoz. E homeosztatikus egyensuly megbomlasa gyakran vezet malignus és/vagy
degenerativ betegségek kialakulasdhoz. Tébb kutatocsoport vizsgalta/vizsgalja a Ca®'
szignalutak elemeinek sejtdifferenciacioban betoltott funkcioit (14-16). Egyre tobb irodalmi
adat all rendelkezésiinkre arra vonatkozdan is, hogy egyes Ca?* szignalutak miként vesznek
részt tumorok kialakuldsaban és progressziojaban (17-19). G.R. Monteith és mtsai egy
figyelemre méltdo Osszefoglald tanulmanyban elemzik, hogy mely Ca2+-transzport fehérjék
(csatorna-, pumpa- vagy cserefehérjék) lehetnek potencialis célpontok daganat terapiakban
(20).
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Irodalmi és kisérleti el6zmények:

Koréabbi kutatdsainkban szamos haematopoietikus eredetli sejtmodellben, tovabba a gyomor-
¢s bélepitélium tumoraibol alapitott sejtvonalakban sikeriilt kimutatnunk a SERCA fehérjék
expressziojanak valtozasait sejtaktivacio illetve sejtdifferenciacid soran (21-23). E munkékat
kicsit kibévitve és elemezve Osszefoglald tanulmanyt irtunk (1. sz. kozlemény), melynek
legfontosabb megallapitasait az alabbiakban soroljuk fel:

1. Leukémia és kiilonbozd karcinoma sejtek SERCA fehérjekészletében Iényeges
valtozasok kovetkeznek be sejtdifferenciacié soran, melynek hatdsaként jelentOsen
moédosul az endoplazmés retikulum SERCA-fiiggé Ca** felvétele.

2. Mivel az endoplazmas retikulum Ca®" haztartésa visszahat és befolyéasolja a
sejtdifferenciacié folyamatait, a SERCA izoformak expresszidjanak valtozasai,
kiilonosképpen a SERCA3 fehérjék expressziojanak differenciacié soran bekovetkezo
nagymértékii indukcidja, szdmos leukémia ¢és egyéb tumorsejt differencidcios
programjanak szerves részét képezik.

3. Az endoplazmas retikulum Ca®" haztartdsa és a sejtdifferenciacio kozotti parbeszéd
alaposabb megismerése eldsegitheti azon szignal-mechanizmusokban bekdvetkezd
hibadk jobb megértését, melyek kivaltjdk egyes malignus fenotipusok kialakulsat,
illetve hozz4jarulnak azok fennmaradasahoz.

4. Mind leukémia és karcinoma sejtvonalakon végzett kisérleteink, mind normal és
daganatos szoveti metszeteken végzett immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan
javasoljuk, hogy a SERCA3 fehérjék hasznos uj differenciaciés markerekként
szolgalhatnak, s ezaltal segithetik egyes malignus elvaltozdsok fenotipusanak és
lehetséges progndzisanak meghatarozasat.

Eredmények:

21. A gyomor és béltraktus joindulatu, tovabba daganatos elvaltozasaibol nyert
szovetmintak immunhisztokémiai vizsgdlata (4. sz. kozlemény).

1. Normadl bélepitéliumban és egyes bélpolipokban a SERCA3 expresszid a kriptak
aljatol felfelé haladva, a differenciacio fokaval 6sszhangban fokozodik.

2. Gyomor- és kiilonb6zé stadiumu béltumorokbol nyert széveti metszeteken végzett
immunhisztokémiai vizsgalataink szerint a SERCA3 expresszid defektusa mar a
tumorok kialakuldsanak korai szakaszaban jelentkezik.

2.2.  Gyomor-/béltumorsejtek differenciacioja és a SERCA csalad fehérjéinek expresszidja,
funkcidja kozotti dsszefiiggések vizsgalata (4. sz. kozlemény).

1. A SERCA fehérjék funkciojanak, igy az endoplazmas retikulumba torténé Ca®*

2. A Dbéltumorok kialakulasaban fontos APC/p-katenin/TCF4 jelatviteli at gatlasa
fokozott SERCA3 expresszidhoz vezet.

3. Az Spl transzkripcios faktornak szerepe van a gyomor-/béltumorsejtek

------

2.3.  Plazmamembranban lokalizalodo PMCA transzportfehérjek és a sejtdifferenciacio
osszefiiggéseinek vizsgalata gyomor- és béltumorsejtekben.

Eredményeinkrdl részben konferencidkon szamoltunk be poszter formajaban (lasd: Szakmai
részjelentések), illetve azok egy részét a Cell Calcium folyodiratban tettiik kozzé (8. sz.
kozlemény), és az aldbbiakban 6sszegezziik:

1. Elemeztik a PMCA pumpafehérjék expresszidos mintazatdt nem, vagy csak kevéssé
differencialodott malignus gyomor/bél epitélidlis sejtvonalakban. Valamennyi
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sejtvonalban a PMCA1b ‘“housekeeping” izoforma expresszidja dominalt, mig a
PMCAA4b varians csak joval alacsonyabb szinten fejez6dott ki.

2. Rovid szénlancu zsirsavakkal (pl. natrium-valerat, natrium -butirat) vagy mas hiszton-
dezacetilaz gatloszerekkel (pl. trichostatin A) kivaltott sejtdifferenciacié a
tumorsejtekben gatolt expresszioji PMCA4b expresszidjanak jelentds fokozddasat
idézte el6 mind fehérje, mind mRNS szinten. A “housekeeping” PMCAIlb
expresszioja, sejtvonaltdl €s a differenciacié indukciéo modjatdl fiiggéen nem, vagy
csak kismértékben valtozott. A differenciacio tényét ismert markerfehérjékkel
(karcinoembrionalis antigén (CEA) és dipeptidyl-peptidaz IV (DPP IV)) bizonyitottuk
modelljeinkben. Valamennyi sejtmodelliinkben  kovettiik a szintén plazma-
membranban lokalizdlodé Na'/K'-ATPaz expresszidjat is, mely nem valtozott
szamottevoen.

3. Kimutattuk, hogy a PMCA4b expresszio rovid szénlancu zsirsavakkal eldidézett
novekedését nem a sejtosztodas gatlasa, hanem a differenciacié indukcio valtotta ki.

4. A PMCA pumpdk expresszids mintdzatanak valtozdsait analizaltuk Caco-2
adenokarcinoma sejtek poszt-konfluens sejtkulturaban spontan médon végbemend
expresszidja erdsen indukalodott a sejtek érése soran, mind mRNS, mind fehérje
szinten. A “housekeeping” PMCA1b expresszidja csak kisebb mértékben fokozodott.

5. Mikroszoémadlis membranpreparatumokon végzett PMCA-specifikus vezikularis Ca®*-
transzport méréseink a differencialodott sejtek PMCA pumpdinak aktivitas
fokozodéasat mutattdk, igazolva a PMCA expresszid6 ndvekedésének funkciondlis
kovetkezményét.

rrrrr 7

Osszefoglalva: Eredményeink azt mutatjak, hogy tumorsejtek differenciacidja sora
jelentdsen atrendez6dik nem csak a SERCA, de a PMCA fehérjék expresszidos mintazata is.
Mivel irodalmi adatokbdl jol ismert a kiilonb6z6 SERCA és PMCA izoformak eltérd
enzimatikus/funkciondlis viselkedése (5-7,24,25), expressziojuk sejtdifferenciacié sordn
észlelt valtozasai feltehetden szerves részét képezik az érési folyamatot kisérd sejtélettani
valtozasoknak.

2.4.  Ca?"ATPdzok és a sejtdifferenciacio osszefiiggéseinek vizsgalata az eddigiektol eltérd
differenciacios modellekben.

1. Elemeztik a SERCA ¢és PMCA pumpafehérjék expressziés mintazatat tovabbi
enterocita, kehelysejt, és kevert fenotipusu malignus bélepitél sejtvonalakban. A
vizsgalt sejtvonalakban a SERCA2b ¢és PMCAIlb “housekeeping” izoformak
expresszidja dominalt, mig a SERCA3 és PMCA4b variansok csak joval alacsonyabb
szinten fejezédtek ki.

2. A SERCA ¢és PMCA pumpék expresszids mintazatanak valtozasait analizaltuk tobb
enterocita fenotipusu (Caco-2, DLD-1, HT29-5M12), bizonyitottan kehelysejt
fenotipust (HT29-5M21) és kevert fenotipusu (HT-29) adenokarcinoma sejtek poszt-
sejtekben alig vagy alacsony szinten kifejez0d6 SERCA3 és PMCA4b izoformak
expresszidja erdsen indukalodott a sejtek érése soran. A “housekeeping” SERCA2b és
PMCAI1b expresszidja csak kisebb mértékben fokozddott vagy nem véltozott a
differenciacios modellekben. A differenciacid tényét valamennyi sejtvonal esetében
irodalombol ismert markerfehérjékkel (CEA, dipeptidil-peptidaz IV, E-kadherin, stb.)
bizonyitottuk.

3. Elemeztiik a SERCA és PMCA pumpafehérjék expresszids mintdzatanak, valamint
tobb differencidcidos markerfehérje expressziojanak valtozasait enterocita fenotipusu

.....
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soran, a poszt-konfluencia kiilonbozé fazisaiban. A Ds-vitamin a Ca®* pumpafehérjék
koziil kizarolag a PMCA 1D expresszidjat fokozta (2-4-szeres indukcid). A SERCA3 ¢és
PMCA4b variansok, valamint tobb differenciaciéos marker konfluencia okozta
sejtdifferenciacid soran bekodvetkezo expresszio fokozodasat Ds-vitamin jelenléte nem
befolyasolta. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy 1) bar a Ds-vitamin tobb sejttipus
esetében gatolja a sejtosztodast €és indukdlja a sejtek érését (26,27), vizsgalt
tumormodelljeinkben szamottevéen nem befolyasolta a legtdbb differenciacios marker
expressziojat; ii) a bélepitélium Ca®" felvételében, melyre a Ds-vitamin serkentOleg hat
(28,29), a Ca®* pumpafehérjék koziil a “housekeeping” PMCA1b jatszhat kitiintetett
szerepet.

4. Végezetiil, elkezdtik a Ca®" pumpafehérjék sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatat
immunfluoreszcens festést kovetd konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkopiaval. Jol
differencialt, polarizalt Caco-2 enterocita fenotipusu sejtekben vizsgaltuk a PMCA
fehérjék membranlokalizaciojat. Mind a “housekeeping” PMCAIb, mind a
differencidlt sejtekben jol detektdlhatéan expresszalodo PMCA4b a sejtek
bazolateralis plazmamembranjaban taldlhat6, mig az apikalis régidkban nem lattunk
PMCA pumpat. Dsz-vitamin kezelés nem befolyasolta a PMCA pumpafehérjék
membranlokalizacidjat, de a PMCAIlb izoforma expresszidjara gyakorolt serkentd
hatasa evvel a modszerrel is egyértelmiien igazolhato volt.

A SERCA izoformak sejten beliili lokalizaciojanak tanulmanyozasa folyamatban van egyes
tumorsejt modellekben. Szintén tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség annak kideritéséhez, hogy
a Ca®* pumpafehérjék sejten belilli megjelenése valtozik-e és hogyan a tumorsejtek érése
folyaman. Ugyancsak elkezdtiik PMCA és SERCA fehérjék expresszidjanak/lokalizaciojanak
vizsgalatat normal bélepitéliumbol, valamint bél adenokarcinoméakbol nyert szoveti
metszeteken 1ézerpasztazo konfokalis mikroszkop segitségével. A modszer bedllitasa azonban
a tervezettnél hosszabb idot fog igényelni.

(Megjegyzés: Itt Osszefoglalt eredményeink egy részét 2007-ben egy hazai konferencidn
poszter forméajaban mar bemutattuk (7. sz. kozlemény), illetve alapjat képezik egy késziilo
folyoiratcikknek.)

Osszefoglalva: Ez utobbi eredményeink tovabb erdsitik korabbi megfigyeléseinket, miszerint
expresszids mintdzata, mely valtozdsok bizonyara szerves részét képezik az érési
folyamatnak. Eredményeink alapjan felvetjiik annak lehetéségét, hogy a gyomor-
/béltraktusban egyes Ca’* transzporterek, mint markerfehérjék segithetik malignus
elvaltozasok fenotipusanak meghatarozasat, azaz diagnosztikai fejlesztések potencialis
célg)ontjai lehetnek. Megfigyeléseink tovabb pontositjak a PMCA pumpéknak a bélepitélium
Ca’" felszivasaban betoltott szerepérdl alkotott elképzeléseket is.

3. Uj kvantitativ PCR médszer (external cell control PCR) kidolgozasa.

Differenciaciés modelljeinkben a Ca2+-transzport fehérjék valamint a kiilonb6z6
differenciaciés markerek génexpresszidjanak valtozasait gyakran kovetjik mRNS szinten,
kvantitativ RT-PCR analizissel, LightCycler kapillaris PCR késziilék segitségével. A mddszer
soran a vizsgalt célgénekre specifikus PCR termékek mennyiségi valtozésait fluoreszcens
DNS-jelolési technikaval detektaljuk minden egyes PCR ciklusban és meghatarozzuk azt a
ciklusszamot (Cp: crossing point), amelynél a PCR termék mennyisége atlépi a detekcios
kiiszobot. Az RNS preparalas és a reverz transzkripcios kiilonbségek kikiiszobolésére azonos
modszerrel mérjiik a sejtekben egyes tn. referencia gének mRNS-einek mennyiségét is. A
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modszer megbizhatosagdt azonban megkérddjelezhetik a hasznalt referencia gének
transzkripcids szintjének esetleges valtozasai.

Dr. Tordai Attila csoportjaval (Orszagos Vértranszfuzios Szolgélat), tovabbd Dr. Varadi
Andrassal és Dr. Aranyi Tamassal (MTA Enzimolégiai Intézet) egyiittmiikodve e technikai
probléma athidalasara alkalmas modszert allitottunk be (eccPCR: external cell control PCR),
mely alapjat képezte két benyujtott szabadalomnak is (5-6. sz. kézlemények). A moddszer
lényegét az Analytical Biochemistry folyoiratban (9. sz. kozlemény) ismertettik és az
alabbiakban foglaljuk 6ssze:

1. A vizsgalando sejtekhez alkalmasan megvalasztott un. kontroll sejteket keveriink
ismert aranyokban az RNS preparadlast és az azt kovetd kvantitativ RT-PCR-t
megeldzden.

2. A kontroll sejtek ¢és a vizsgalandd referencia gének kivalasztasanal iigyeliink arra,
hogy a referencia gének csak a kontroll sejtekben, mig a vizsgalando célgének csak a
vizsgalando6 sejtekben fejezédjenek ki.

3. A kvantitativ RT-PCR-t kovetéen a célgének valtozasait mindenkor a csak kontroll
sejtekben kifejez6do referencia génekre normalva értékeljiik.

4. A modszert mind szuszpenzios (pl. KATO-1II gyomor tumorsejtek), mind adherens
(pl. DLD-1 béltumorsejtek) sejtkultarakra beallitottuk. Kontroll sejtként emlés vagy
Drosophila sejteket is kiprobaltunk.

5. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ecCPCR-moddszer alkalmas a célgének
expresszidjdban bekovetkezd kisebb (akdr 1,5-szeres) vdltozasok megbizhato
értékelésére is szemben az irodalombol eddig ismert klasszikus kvantitativ RT-PCR
modszerekkel.

Osszefoglalva: Az eccCPCR-moédszer a késébbickben alkalmas lehet differenciacié indukci6
hatisara a Ca”'-transzport fehérjék valamint a kiilonbozé differenciacios markerek
génexpresszidjaban bekovetkezd valtozasok kovetésére és értékelésére.

A témavezetd 1991-1993 kozott a franciaorszagi INSERM Poste Verte dsztondijasaként, majd
azt kovetden idehaza, de Dr. J. Enouf parizsi munkacsoportjaval szoros egyiittmiitkodésben,
részt vett nem-izom tipusu sejtek SERCA-transzporter készletének — elsésorban a SERCA3
izoformak - feltérképezésében. A SERCA3 gén 3f “splice-variansat” bemutatd eredményeink
ugyan a most lezarult OTKA projekt futamideje alatt jelentek meg (7), de errél a munkarol a
témavezetd részletesen beszamolt el6z6 OTKA palyazatanak (T 032766, 2000-2003)
zardjelentésében. Jelen kutatasi periodusban két, a Ca?*ATPé4zokat elemzé Osszefoglald
tanulmanyt irtunk Dr. J. Enouf vezetésével (2-3. sz. kozlemények), melyekben a témavezetd
aktivan kozremiikddott.



ZAROJELENTES — T 046814 (2004-2008)

Referenciak:

1.

2.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

C. Toyoshima, M. Nakasako, H. Nomura, H. Ogawa, Crystal structure of the calcium pump of
sarcoplasmic reticulum at 2.6 A resolution, Nature 405 (2000) 647-655.

C. Toyoshima, H. Nomura, Structural changes in the calcium pump accompanying the
dissociation of calcium, Nature 418 (2002) 605-611.

C. Toyoshima, T. Mizutani, Crystal structure of the calcium pump with a bound ATP analogue,
Nature 430 (2004) 529-535.

C. Olesen, M. Picard, A.M. Winther, C. Gyrup, J.P. Morth, C. Oxvig, J.V. Moller, P. Nissen, The
structural basis of calcium transport by the calcium pump, Nature 450 (2007) 1036-1042.

J. Lytton, M. Westlin, S.E. Burk, G.E. Shull, D.H. MacLennan, Functional comparisons between
isoforms of the sarcoplasmic or endoplasmic reticulum family of calcium pumps, J. Biol. Chem.
267 (1992) 14483-14489.

V. Martin, R. Bredoux, E. Corvazier, R. van Gorp, T. Kovacs, P. Gélébart, J. Enouf, Three novel
sarco/endoplasmic reticulum Ca**ATPase (SERCA) 3 isoforms, Expression, regulation and
function of the members of the SERCAS family, J. Biol. Chem. 277 (2002) 24442-24452.

R. Bobe, R. Bredoux, E. Corvazier, J.P. Andersen, J.D. Clausen, L. Dode, T. Kovacs, J. Enouf,
Identification, expression, function and localization of a novel (sixth) isoform of the human
Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca* ATPase 3 (SERCA3) gene, J. Biol. Chem. 279 (2004) 24297-
24306.

T. Kovacs, E. Corvazier, B. Papp, C. Magnier, R. Bredoux, A. Enyedi, B. Sarkadi, J. Enouf,
Controlled proteolysis of Ca?*-ATPases in human platelet and non-muscle cell membrane vesicles.
Evidence for a multi-sarco/endoplasmic reticulum Ca**-ATPase system, J. Biol. Chem. 269 (1994)
6177-6184.

F. Wuytack, B. Papp, H. Verboomen, L. Raeymaekers, L. Dode, R. Bobe, J. Enouf, S. Bokkala,
K.S. Authi, R. Casteels, A sarco/endoplasmic reticulum Ca®**ATPase 3-type Ca®* pump is
expressed in platelets, in lymphoid cells, and in mast cells, J. Biol. Chem. 269 (1994) 1410-1416.
T. Kovacs, F. Felfoldi, B. Papp, K. Paszty, R. Bredoux, A. Enyedi, J. Enouf, All three splice
variants of the human sarco/endoplasmic reticulum Ca?*ATPase 3 gene are translated to proteins.
A study of their co-expression in platelets and lymphoid cells, Biochem. J. 358 (2001) 559-568.

S. Danko, T. Daiho, K. Yamasaki, M. Kamidochi, H. Suzuki, C. Toyoshima, ADP-insensitive
phosphoenzyme intermediate of sarcoplasmic reticulum Ca*-ATPase has a compact conformation
resistant to proteinase K, V8 protease and trypsin, FEBS Lett. 489 (2001) 277-282.

S. Danko, K. Yamasaki, T. Daiho, H. Suzuki, C. Toyoshima, Organization of cytoplasmic
domains of sarcoplasmic reticulum Ca®-ATPase in E(1)P and E(1)ATP states: a limited
proteolysis study, FEBS Lett. 505 (2001) 129-135.

G. Inesi, D. Lewis, C. Toyoshima, A. Hirata, L. de Meis, Conformational fluctuations of the Ca?*-
ATPase in the native membrane environment: Effects of pH, temperature, catalytic substrates, and
thapsigargin, J. Biol. Chem. 283 (2008) 1189-1196.

A. Schaefer, M. Magocsi, U. Stocker, F. Kosa, H. Marquardt, Early transient suppression of c-
myb mRNA levels and induction of differentiation in Friend erythroleukemia cells by the [Ca?];-
increasing agents cyclopiazonic acid and thapsigargin, J. Biol. Chem. 269 (1994) 8786-8791.

S. Launay, M. Gianni, L. Diomede, L. M. Machesky, J. Enouf, B. Papp, Enhancement of ATRA-
induced cell differentiation by inhibition of calcium accumulation into the endoplasmic reticulum:
cross-talk between RAR alpha and calcium-dependent signaling, Blood. 101 (2003) 3220-3228.
M. Zayzafoon, Calcium/calmodulin signaling controls osteoblast growth and differentiation, J.
Cell Biochem. 97 (2006) 56-70.

P. Kirchhoff, J. P. Geibel, Role of calcium and other trace elements in the gastrointestinal
physiology, World J. Gastroenterol. 12 (2006) 3229-3236.

A. Apati, J. Janossy, A. Brozik, P. I. Bauer, M. Magocsi, Calcium induces cell survival and
proliferation through the activation of the MAPK pathway in a human hormone-dependent
leukemia cell line, TF-1, J. Biol. Chem. 278 (2003) 9235-9243.

K. Vanoverberghe, F. Vanden Abeele, P. Mariot, et al., Ca®" homeostasis and apoptotic resistance
of neuroendocrine-differentiated prostate cancer cells, Cell Death Differ. 11 (2004) 321-330.



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

ZAROJELENTES — T 046814 (2004-2008)

G.R. Monteith, D. McAndrew, H.M. Faddy, S.J. Roberts-Thomson, Calcium and cancer: targeting
Ca”" transport, Nat. Rev. Cancer. 7(7) (2007) 519-30.

S. Launay, M. Gianni, T. Kovacs, R. Bredoux, A. Bruel, P. Gélébart, F. Zassadowski, C.
Chomienne, J. Enouf, B. Papp, Lineage-specific modulation of calcium pump expression during
myeloid differentiation, Blood 93 (1999) 4395-4405.

C. Lacabaratz-Porret, S. Launay, E. Corvazier, R. Bredoux, B. Papp, J. Enouf, Biogenesis of
endoplasmic reticulum proteins involved in Ca®* signalling during megakaryocytic differentiation:
an in vitro study, Biochem. J. 350 (2000) 723-734.

P. Gélebart, T. Kovacs, J.P. Brouland, R. van Gorp, J. Grossmann, N. Rivard, Y. Panis, V. Martin,
R. Bredoux, J. Enouf, B. Papp, Expression of endomembrane calcium pumps in colon and gastric
cancer cells. Induction of SERCAS3 expression during differentiation, J. Biol. Chem. 277 (2002)
26310-26320.

E. E. Strehler, M. Treiman, Calcium pumps of plasma membrane and cell interior, Curr Mol Med.
4 (2004) 323-335.

E.E. Strehler, A.G. Filoteo, J.T. Penniston, A.J. Caride, Plasma membrane Ca2+—pumps: structural
diversity as basis for functional versatility, Biochem. Soc. Trans. 35 (2007) 919-922.

H.G. Palmer, M. Sanchez-Carbayo, P. Ordofiez-Moran, M.J. Larriba, C. Cordon-Cardd, A.
Mufioz, Genetic signatures of differentiation induced by lalpha,25-dihydroxyvitamin D3 in
human colon cancer cells, Cancer Res. 63 (2003) 7799-7806.

K.K. Deeb, D.L. Trump, C.S. Johnson, Vitamin D signalling pathways in cancer: potential for
anticancer therapeutics, Nat. Rev. Cancer. 7 (2007) 684-700.

A.J. Brown, J. Finch, E. Slatopolsky, Differential effects of 19-nor-1,25-dihydroxyvitamin D2 and
1,25-dihydroxyvitamin D3 on intestinal calcium and phosphate transport, J. Lab. Clin. Med. 139
(2002) 279-284.

A.J. Brown, E. Slatopolsky, Vitamin D analogs: therapeutic applications and mechanisms for
selectivity, Mol. Aspects Med. 29 (2008) 433-452.



